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緒　　　　　言
Entamoeba histolyticaの生物化学的研究は,近
軌漸次騒閑を見せてはいるが, Trypanosomaの
ような純培養可能な原虫其のそれと比較する時,大き
な連れが感じられる.それは原虫研究者の種々様々の
方法と努力にも拘らず　Entamoeba histolyticaの
黙菌絶代培養が今以って成功の城に達しないために,
培養の際,他の微生物の随伴を避けられないと云う,
より複雑にして困難な事実より出発しなければならな
いからである･ Boeck & DrbohlavQ925)がDor-
Set培地を基礎として調製した特殊鶏卵培地にEnト
amoeba histolytica　を多数の細菌との共棲に於い
て初めて継代培養して以續,該原虫の無菌培養を接待
しようとする企画は幾多の研究者によって試みられ
た　Friedrichs &Harris (1929) , Clveland &
SandersC19303は,自然的乃至実験的肝腹症,また,
偶矧こ細菌を随伴しない材料から該原虫を分離するこ
とに成功し　Cleveland & Sanders (1930)及び
Rees et al (1942)は蒸留水=Bしくは消毒剤を使用
しての洗掛こよる浄化法を考案し, Reardon& Rees
(1941)及びRees et al (1942)はmicromam.
platorを使用し, Lamy (1944, 1948) , Jacobs
(1947) , Schaffer et al (1948)等は抗生物質に
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接近こそ見られたが,いづれの笑鹸に於いても何時で
も確実に成功するというわけには行かないのであつ
て,現在, Haxenic culture'への壁は政E,れてい7]
い･翻って考えると,元来, Entamoebaは随伴細菌
なしには生活できないのかも知れない.較近,単一細菌
だけを随伴する所謂monobacterial cultureが蛙
得きれ,或いは,単種原虫(Trypanosoma cruzi)
との共棲培養にも成功し(Nakamura & Anderson
: 1951) ,また,特殊培養基と抗生物質との併用によ
り随伴細菌の発育を抑制する研究も行われ(Sadun
et al : 1952) ,物質代謝測定の際の随伴微生物の与
える障害を極力排しつつ生物化学的追求がなされてい
る･後述するように,著者も,数年来, Entamoeba
の無菌培養を得ん｢と種々の実験を行ったが,成功に到
らなかった.しかし,幸いに,単種細菌随伴培養は得
ることが出来た.
-7J, Entamoeba histolyticaの物質代謝に関す
る生物化学的研究は,アルコホール,熱に不安定な抽
出物質を分離し,これが赤血球並びに腸管上皮を溶解
することを報告したCraig (1927)に濁ることができ
る　Birch-Hirschfeld et al (1936)も該原虫によ
る赤血球溶解(hemolyse)を報告しiL. 1950年代に
入ってからEntamoebaの物質代謝の研究は急速に
厳封し, Rees et al (1953)は濫ntamoebaの培
養に軌lられる米粒の蛋白性細胞間質を分解する
proteaseの分泌について報告し, Balamuth &
Brent (1954)はgelatinase活性について示説を行
い, Schaffer (1953)はtrypticaseの存在を示
してthioglycolate培地に於ける該原虫の発育を支
える主要物質とした. Entamoebaの栄養資源として
の含水炭素については, Hallman & DeLamater
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（1953〕，並びに，Balamutb　＆　Brent（1954）は
amyla＄e活性の存在を証明した．Entner＆Ander－
＄On（1954）は，Entamoeba壬1呈飢01ytica（amoebか
StreptObacillu＄及びamoebかtrypanOSOmaの混
合培養に依る〕の休止細胞浮瀞液を洗瀾して，glucose
或いほ：malto＄eの分解物を探求し，塊柏酸墟と乳酸
境が代謝過程に見出されると報告しク　Geiman＆
Becker（1954）は　giucose C14を用いて実験を行
い，CO2とグリコゲ←ンの構造中にC14を見出し，
Entamoeba‡1呈Stolyticaの含水炭素代謝の問題に興
味ある観察を行った．
Entamoeba‡1istolyticaの呼吸代謝を見るために
Warburg　検圧計倭用いた研究は，Bradin，Kun，
Dec壬1ary等のBradinI．aboratoryの－【－▲郡の研究
者と，Nakamura＆Ander＄Onの業績によるとこ
ろが大である．これらの業績を見ると，酸素張力の虫
体に及ぼす影響を考慮してか，いづれも，棟気的代
謝（anaerobic metabolism）を追求している催
Klln＆Bradim（1953）は，in vitro培養のEnta一
皿oeba bistolyticaが快気的条件下でチステインと
共に存在する時，glucose，fructose，mannOSeか
らは同率に，SuCrOSe及びgalac七OSeからは低率に
CO2が祐出されタ　その際ク‡もSの産生をも伴うが，
CO2は酸形成の際に庄ずるものでなく，むしろ，焦性
葡萄酸の脱炭酸作用から導かれるものであって，それ
によってEnもamoebabistolyticaが於性葡萄酸から
急速に脱炭酸する性能を有する額を知った．また，代謝
の際のSの役割を観察して，チステインのS原子へ水
素原子を移動きせるtriose pho＄phate oxidaseの
存在が暗示されると述べている．Kun，Bradin　＆
DecIlary（1955〕は，嫌気的条件の下でEntamoeba
bi＄tolyticaに「上るCO2とH2Sの産生をⅥrarbu柑
の検圧法を以って観察し，硫黄が硫化水素へ酵素的に
還元される機序が糟の塊気的酸化と関連して行われて
いる事を明らかにしブ　なお，これらの物質代謝機構に
及ぼす各種阻害剤の効果を観察し，ある樫の抗生物質
はS還元酵素系を阻害し，またァ金属イオン複合体から
なる化合物はCO2とH2Sの産焦眉阻害し，他方，批
議墟及びメチレ∵／ブルヤは，Entamoebaの悠性葡萄
酸の脱炭酸作f削こよる　CO2の直轄を阻害し，要する
に，金属イオン複合体が該原虫に対する最強力な阻害
剤であると報告している。Nakamura＆Anderson
（1953〕は，Warburg検圧計を用いて，Entamoeba
bistolyticaの嫌気的条件に於けるCO2と酸の産生に
及ぼすfumag主11in，terramyCin，emetine，tbiocar喝
barsoneの協同作用を観察しタ　化学薬剤の使用に対
して基礎的な示唆を与えている．＿上述の如く，元来，
Entamoeba histolyticaの呼吸代謝の研究は換気的
条件の下に行われるのが慣例であったが，著者の経験
によれば，酸素張力の原虫への影響は無論考慮されな
ければならないが，好気的条件下で1時間程度の酸素
消費量の測定は可経であると思われた．近年，Enta恥
moeba histolyticaに止どまらず，諸種寄埴原虫C））
呼吸代謝を観察した報告は乏しくないのであって，就
中，Tricbomonasfoetus（Riedm蛍11er1936；二宮
＆鈴置19引；浅見1954），Tricbomonas vaginalis
（浅見1954；松本1955；中林1957），Trypanosoma
gambiense及びTrypanosomalewisi（VOn BT－
and，Tobie＆Mehlmann1950），Leishmania
donovani（Adler　＆　Ashbe11934；VOn BTand
＆Johnson1947〕，Plasmodium knowlesi（ChTiq
stopher＆　Fulton（1938），Plasmodium cathe》
merium（Meier＆Coggeshal11941〕，Plasmod
dium gallinaceum（永井1957）等の研究が挙げら
れる．L，かし，Entamoebahistolyticaに就いては，
既述の如く，燥気的条件に於ける観察に止どまり7好
気的瓦斯交換の量的観察については著者の研究を以つ
て鏑矢とする．他面，著者・ま，同一原虫株に就いて′
初めて，呼吸代謝に於いて詣要な役割を演ずると云わ
れている琉班酸並びに杓棍酸脱水素作用を細胞化学的
に観察した．寄生帽虫の呼吸酵素の組織化学的研究に
於いては，最浪岡村＆徳永（1958）の桐虫の琉椚概
脱水素酵素に関する報告があり，また，佐藤（1958）
の犬約虫成虫の焼却酸脱水素酵素とチトクロ【ム酸化
酵素についての報告がある．寄／E原虫に於いてはァ
Seaman（1953〕は，Entamoeba histolytica虫休i：
り琉柏酸脱水素剖分（Succinic debydrogenative
fraction）瓢生化学的に分節し得たが，細胞化学的追
求は試みられていない．流用酸脱水素に関する知見に
っいては，細胞酸化機序の酵素活性化説（0・War－
burg）と基質水素活性化説（Wieland）との諭争が
行われた黎明期まで測る車ができるが，就中，Thun凹
berg（1909）は，有名な排気管を考案して，メテレ
ン青（methyleneblue）の還元脱色を基質の水素を
脱離する酵素の作用に帰し，Wielandの基質水素活
性化説に生化学的に藍要な実験的基盤を与え，立た，
Semenoff（1935〕の脱水素酵素証明法の創始にも大
きな示唆をもたらしている．Szent－Gy6rgye（1937）
は生体内酸化に於ける本酵素の蔓要性を硬調したが7
爾来，動植物の他，酵母，轍菌，細菌等の微生物庫に於
いても木酵素の広汎な分布が順次知られるに至り，現
在では，リポイド，炭水化物，蛋白質の酸化に関連す
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る反応鎖を形成する作用が認められ，Krebsのtrト
Carboxylicacid cycle（TCA cycle〕を回転せし
める箪安野菜の一一つとして，昼体内終末呼吸弄に必須
の役割を洗じている事が考えられている∴また，杓栖
剛昌水素酵素もTCA cycleの回転に関連し上紙胞
代謝に同様に重要な関係をもつときれている．
以ヒ踪説した⊂l：うに，Entamoebahistolyticaの
隼物化ノ、省こ関しては幾多貴賓な研究成贋と示唆が寄与
され，アモェバ赤痢の化学療法に封ヒ学的基礎を与
えて，その進軽を促している■著者は，年来，Enta－
moebahistolyticaの研究樗従事しているが，まづ，
Penicillin，＄treptomyc丑n，COli＄tin，homosulfaN
minを揃いて所謂monobacterialcultureを饗得
し，Warburg呼吸郵定法によって殺菌剤（消毒→
搭剤〕6樗，酵素阻害剤7種及び治療剤4種の該原虫の
好気的瓦斯代謝に及ぼす影響を観察し風こ，原虫体に
於ける蝶甘酸脱水素作用並びに杓楯解脱水素作用を細
胞化学的に証明撒認して，酵素阻害剤の酸素消費量に
及ぼす影響と細胞化学的脱水菜作用に対する阻割犬態
との閃の相関性を初めて額察追求したので，此処に成
隋を記録するとともに若干の考察を加えたいと思う．
な払この綜誼を書くに当たっては，VOnBrand，
T・：Chemicalphysiologyof endoparasitic
animals（New York・1952）の記述に負う研が多
大であったので仁此処に明記してト尊敬すべき著者に
感謝の意を表する．
第1車　軸tamけebahisわ，ytic笥の
酸素消費に関する研究
Ⅰ伽tamoebabistolyt王ca培養の随伴細菌除去
実験
L順（7953）のTrichomona＄vaginalis及び
Tricbomonasfoetusの抗生物質による純粋培養の
成功に啓示を得て・ペニシリン・ストレプトマイシン，コ
リスチン並びにホモスルファミンを併用して，Entか
moebahistolyticaの障伴細菌除去実験を行い，無
常状陛に至らなかったが，単種細菌随伴培養（mono・
bacterialculture）を獲得し，それを呼吸代謝の実
験に供した・供試原虫は，大阪大学微生物病研究所よ
り分与されたEntamoebahistolytica Y株で，多
種随伴細菌培養（polybacterialculture）を田辺。
千葉培地に累代保存するものである．
実験方法：
田辺・千葉培地の誼積果養液である5％人血清リン
ゲル液に，Penicillin G potassium（明治），
dihydrostreptomycin sulfate（明治），COlistin
（八洲），bomosulfamin（小野〕を各濃度に堺解し，
それらの4・Ocm宛を斜面に歪積して，これらの薬剤の
含有濃度を異にする数管の培地に37〇C／48時間培養に
よって発育最盛時にあるEntamoebahistolyticaY
株を0・2ccmづつ移残し，3㍗Cの樹脂割こ納め，24，
仏72時間の3何に亘って虫体の消長を観察した，
実験成績：
Ⅰ・Penicillinの影響（表1〕
第1表　種々洩度ペニシリン含有培養基円に
於けるE・histolyticaの発育状態
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3125－6250tJ／ccでは24時間以内に絶滅し，78ト
1562t「／ccの問では発育が梢々抑えられるが継代培養
を妨げず，100－390U／ccでは全然虫体の増殖に影響
が見られなかった・Entamoebahistolyticaを阻害
せずに随伴細菌の発育各阻止し得るペニシリンの濃度
の限界は1500U／cc前後にありそうに考えらゎた。
Ⅱ・Streptomycinの影響（表2〕
第2表　種々濃度ストレプトマイシン含有培養基
内に於けるE・histolyticaの発育状態
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苫ntamoeba壬1istolyticaは比較的高濃度のストレ
プトマイシンに依っても発育を阻止されず，78ト」562
Uん唱の問では，むしろ発育を促進せしめると思われ
る様な増殖状態を示した。1250恥g／ccでは発育が抑
制され，乃至は殺減された．6250と12500絹／ccの間
を更に細分して観察して見ると，8000媚／CCでは発育
が抑制されないことが知られたので，6250－8000腫／CC
の濃度限熱こ於いては，Entamoebahistolyticaの
発育に何等の悪影響を及ぼさないことは明白である
が，それと共に随伴組菌の大半を消失させることも可
能であると考えられた・
硯。Coli紬nの影響（表3〕
帯3表　種々濃度コリスチン含有培養基内に
放けるE。あほtolyticaの発育状態
No。
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Entamoeba‡舶tolyticaは比較的高濃度のコリス
チンに対して発育を阻止されず，最高3125tりCCの波
動こ於いても良好な発育を戻し，6250tりCCの24時間
では発育士であったが，中間の40001J／CCの濃度で観
察してみると，良好な発育を戻したので，この濃度が
使用し得る限界と判定された■
Ⅳ．Homo＄ulfamまnの影響（表4〕
1：400以上の濃度に於いては対照と同様の発育を
正しフ1：200以上の提度では全然発育を京さなかつ
たので，Entamo由abistolyticaの発育増殖を許す
ホモスルファミンの最高洩度は1…400であることを
知った。
Ⅴ．抗生物質による随伴組薗除去試験
田辺・千葉培地の歪積栄養液0・5％人血清リンゲル液
に，それぞれ，1562U／CCのペニシリンク　800叩／CCの
ストレプトマイシン。4000tJ／CCのコリスチンを添解
含有する3種の培地を作り，まず，370C／48時間培養
のEntamOeba histolyticaをペニシザン含有培地
第4表　種々濃度ホモスルファミ：／含有培養基内
に於けるE．bistolyticaの発育状感
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に移植し，37。C／祁時間培養後，8000膵／CCストレプ
トマイシン含有培地に移植，370C／48時間培養後，更
に，4000U／CCコリステン含有培地に移植，37DC／48時
間培養して，Entamoeba hiStolyticaの発育を鋳
検して確認すると共に，前記3種の抗生物質通過後随
伴細菌についての検索を行った・普通寒天培養払
TGCブイヨン，肝臓ブイヨン，Weinberg培養基
等を使用して，好気性並びに蛙気性培養を行った練乳
グラム陽性換気性双球菌1株並びにグラム陽性通性換
気性悍菌（運動性なし）1株の残存が観察された・こ
れら2株の細菌は，前記濃度の3種抗生物質に抵抗し
て残存したものであるので，更に，瞭気性細菌に強力
な作用をもつと思われるホモスルファミン′を使用して
その除去を図る冥験に苦手しナ∴
Ⅵ．終末残存細菌の除去：mOnObacterial
cultureの墜得
田辺・千草培地の整積栄養液，0・5％人血清リンゲ
ル液にホモスルファミンを1：400の濃度に溶解し，
それの4．OCCm宛固形部斜面に墓標した培地を作り，そ
れに3抗生物質を通過して発育増殖した8ntamoeba
histolyticaを移植し，370C／48時間培養した後，該
原虫の発育状態を鏡検観軍し，随伴細菌の検索を前述
の如くに行い，前記グラム陽性嫌気性双球菌は除去さ
れていることを知ったが，グラム陽性通性嫌気性細菌
1株が頑強に抵抗して最後まで残存することが見られ
たが，原虫は培養72時間後では良好な増殖を示した。
小　　　　　　結
ペニシリン（1562U／CC），ストレプトマイシン8000
FLg／CC），コリスチン（4000U／CC）の3抗生物質によ
って，Entamoebahistolyticaの培養の随伴細菌の
大部分を殺滅し，残存する2種の細菌の1種を1：400
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のホモスルファミンによって除去して，結局，Enta－
moebahistolyticaの無菌培養は獲られなかったが，
グラム陽性通性嫌気性紬蘭1株を随伴する所謂mono－
bacterialcultureを得たので，それを田辺・千紫
培地に37つC／48時間毎に絶代を蛋ねて以下の実験に供
した．
Ⅱ・RntamoebahistoIytieaの呼吸（酸素消費）
に及ほす諸種薬剤の影響
前述のように，大阪大学微獲物病研究所より分与さ
れたEntamoeba histolyticaY株の随伴細菌叢港
教程の抗填物質を以って抑制し，グラム陽性の通性嫌
気性細菌1種を残す所謂単程細菌培養（monobact－
erialculture）を得たので，WarburgJs respiro・
meter　によって該原虫の酸素消費量を測定し，諸種
薬剤の之に及ぼす影響を観測した．
実験材料及び実験方法
1）酸素消費量測定：
Warburg検圧計の直接法によって測定した．検体浮
灘波は腰諷こ関する実験に於いては，KrebsRinger－
Phosphate緩衝液（pH7．2）100CCに葡萄緒0．2g希加
えて用い，殺菌剤並びに治療剤の阻繋度の実験に於い
ては，葡萄糖を加えぬままに用いて，“endogenous・・
の酸素消費量の阻害度を観察した．内容約30mlの円
錐状の容器の主室には検査材料を含む原虫浮澹液と供
試薬剤を合わせて2cCを納め，副重には20％KOHの
0－2cCを容れ，且つ，発生した炭酸ガスの吸収面を大
ならしめるために頭部を菊花状に切った濾紙片を入れ
た・反応気相は空気そのままで，恒温糟温度は37．5コC，
板宿回数は80／1分，振巾約5Cmとし．約15分間振渡
して温度平衡を保った後，測定を開始し，15分間毎に
圧力変化を読み取り，4回（1時間）引続いて観察し
てタ各回得た数値について，1）0位馴客正，2）対
温圧計補正を行い，これに容器恒数2．62～2．31を乗じ
て酸素消費量を得た・l観測値は最初2回の30分間値
を，∬観測値は最後の2回の30分値を示し，その合計
を以って1時間値とし，1瓶当たり虫体数約50万個の
酸素消費量を測定した．倍，薬剤阻害度は実験毎に薬
剤を使用せざる対照の呼吸を100％として換算した相
対値より計算し，百分率で示したものである．
2）供試薬剤：
殺菌消毒剤6種，酵素阻害剤7種，治療剤4種の溶
液が浮衝液の1／10畳に於いて各表に記載した終末漁優
になるように調製準備して用いた．
3）供試原虫：
“Monobacterialctllture〃のEntamoeba his－
tolyticaの370C／48時間培養虫体を生理食塩水を以つ
て3回遠心洗潤し，随伴細菌を可及的に除去した後，
Krel〕・S Ringer－Phosphate熔蔵2．OCCに約50万虫休
を浮折させ，その酸素消費量を測定したのであるが，
それが完全に無菌になったとは考えられないので，最
終回の洗源液に含まれる細菌の呼吸を測定して対照と
した．
〔実験Ⅰ〕pHの影響
EnlニamOeba histolyicaの発育増殖し得る培地の
水素1■オン濃度は，大体，pH6．0～pH7．6迄の範囲に
あるが，pH7．0が至適であるとされている（Belding
に拠る）．Entamoeba histolyticaの酸素消費量に
関する観測を行うに当たっては，まず，その浮前波の
至適p・Hを知らねばならないのでァ　この予備笑鹸を企
てた．
A．笑験方法
M／15第1燐酸カリ溶液，M／15第2燐酸ソーダ溶液
を　S6∬enSenの緩衝液の表示に従い混合したものを
Krebes Ringer溶液に加えて，PH，6．4，7．0，7．6，
8．2の〔鳩5％NaCl溶液を作り，これに前記の如くに可
及的に随伴細菌を洗瀾除去したEntamoeba histoト
yticaを浮薄させて，その呼吸を測定した．
B．笑験成鰐
表5，図Ⅰに戻すように，pH6．4～7．6までの間で
は大した相違がないが，pH7．0で60，4〃1の最高値を示
したので，Entamoeba histolyticaの呼吸のために
はpH7．0附近が至適城と思われ，pH5．6或は8．2程度
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図1．pHの酸素消費量に及ぼす影響
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になると，抑制的に影響する様である■　また，対照試
験の随伴細菌の酸素消費は，最高7伽1を出でず，原
虫浮溶液が細菌で汚染されているにしても問題にする
に足らないことがわかる．
〔実験硯〕殺菌剤の影響
赤痢アモエバ原虫の呼吸代謝に及ぼす殺菌剤の影響
を好気的条件の下で観察した笑敗報告は見られない9
著者は初めて，好気的条件の下で，1）昇私　2）
マーゾニン，3）ゲンチアナ・ヴイオレットブ　4）
ァクリフラビン，5）石炭酸，6）アクリノールが
EntamoebaIlistolytica　の酸素吸収に及ぼす影響
を契験的に観察した．供試薬剤は，Krebs RingerB
p‡10Spbate溶液に表示の漢度になる様に溶かしタ　そ
れに随伴細菌を可及的に洗潤し去った約50万の原虫体
を浮購させて呼吸値を測定した．
実験成績：
一括して表示する（表6）．
（1）昇水（墟化第二水銀，Hydrargyri
bicbloridum，HgCIz）
露金属墟類申最強の隣蝕剤であって，蛋白質等と化
合して生じた物質は，組頗液に溶解して被股を作ら
ず，また，過剰の水銀墟は仁脂質溶解性あるために細
胞膜を通過し仁生活細胞の原形質に対して猛烈な毒性
を呈するのであって仁適用した局所に一定の隣蝕を起
こすのみならず，深部に及ぶ壊死を惹起する．原虫に
ついては，Tricbo‡罰OnaS foetu＄は0．01％（二宮＆
鈴置1951〕，Trichomonas■Vaginalisは0．005％（校
本1955），Pla＄mOdium gallinaceumは0・01％（永
井1957）の漁度まで呼吸代謝の完全阻害を釆たす車が
知られているだけである．Entamoebaに対しては，
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表6に見る（丈うに，0．01％濃度で呼吸が殆ど完全に阻
害され，0・001％濃度では33．4％の抑制を戻した．
0・0001％濃度では，若干の阻害例と若干の窮括例を示
し，成鰐は一定しないが，4例平均に於いて3％の阻害
に過ぎないので，効果はないと思ってよいであろう．
（2）マーゾニン（ェテール水銀チオサルテル酸ナ
′
トリウム，Sodium ethylmercuric
thiosalicylate，C2H5HgSC600Na）
マ←ゾニンは49％の水銀を含む白色不透明結晶性の
有機化合物で，皮膚消毒には6000倍，粘膜面の消毒に
は弧000倍，防隣割としては廿000倍の溶液が用いら
れ，また，酒精溶液としても，白色葡萄球菌及び緑膿
菌に対してヨード及びマーキュロクロームに遜色のな
い殺菌力が知られている．野口＆加藤（1954〕は糸状菌
に対して100万倍稀釈で試験管内発育抑制を見ている．
原虫に就いては，Tricbomona＄foetus（二宮＆鈴
置て951〕，並びに，Plasmodiumgallinaceum（永井
1957〕の酸素呼吸が0．01％濃度のマ←ゾニンのために
阻害きれることが報告されている．衰6に見るように，
Entamoeba histolyticaに於いては，0．1％濃度で
68・2％の最高阻害度を示したが，以下漸次減少し，
0・001％に至っては殆ど影響は見られなかった．
（3）ゲンチアナ・ゲイオレット（gentian
Violet・CryStalviolet，methylviolet，
methylrosaniline chloride）
ゲンチアナ・ヴイオレットは，tetta－，Penta－and
hexa催methyトp－rOSanilinechlorideの混合物で，
水及びアルコールに可溶性の灰緑色の粉末であって，
普通灘J菌等の染色，pH城の標示割として使用されて
いるが，蟻虫，線虫，肺臓デストマの駆虫薬として，
＝鉦鼓0・2g総量3・3g迄経口的に投与され，また，届
跳腺炎に対して殺菌剤として局所的に用いられる．原
虫については，TricllOmOnaS fo¢tuS（松本柑55），
Plasmodium gallinaceum（永別957）の研究があ
って，それぞれ，0・01％軽度で16％及び39．6％の阻害
度を来たす事が観察されている．赤痢アモェバに対し
ては（表6〕，0・1％及び0■01％濃度で80．1％及び46．7
％の阻害作用を示し，0．001％浪度では殆ど作用を喪失
した．
（4）アクリフラビン（acriflavine：C14Hl生N3
Cl．）
紫褐色又は類赤色の結晶性粉末で，他のアニリン色
素と同様に中枢神経に対する麻姉毒物で，また，循環
器管の即時障害を釆たす・本品の殺菌乃至消毒作用
は，血清及び蛋白質の存在に於いても妨げられず，且，
組織の深部まで浸透する．また，身体組織刺戦没度，
喰菌作用妨止濃度よりも遠かに稀薄な濃度で防隔殺菌
の作月∃を示すのが特質であって，例えば，淋菌はて：
400・000膵液で殺菌されるが，既に1：10．000．000搭
液で発育が抑制きれるという．原虫細胞の呼吸作f靴こ
及ぼす同剤の影響に就いては何等の報告はないが，
Entamoebaに対しては，表6に見るように，0．7％
捷度では28・1％の抑制を示したが，0．001％では著明
な作用は見られなかった．
（5）石炭酸（Phenolum．，mOnOXybenzol，
Ka】rbol：C6H50H）
右折酸の作用は，化学的親和力に因るものでなくて，
脂質に溶解するために局部に固定されずに細胞の内部
に侵入し，組織細胞又は細菌細胞等に著明な解剤的変
化（罵蝕）を呈する事なく強毒性を発揮するのである
が，竜作用の機序は不明である，薪水と違って蛋白を
凝固させないので，有機物申の殺菌に適し，消毒剤の
殺菌の基準になる（石炭酸系数＝phenoIcoeffi－
Cient）．石沢酸の原虫に及ぼす作用については，
Trichomonas elongataが1％濃度では2G分間，2
％濃度では5分以内に殺菌され（遺構1932），Trト
Chomonas foetusの呼吸が0．35％までの濃度で完
全に阻害され（鱗木1955），Plasmodium gallina・
Ceumの呼吸が0・7％濃度で80．5％の阻害を受けた事
が報告されている（永井1957）．
表6に見るように，赤痢アモェバでは，0．7％及び
0・07％濃度に於いて87．3％及び30．4％という著明な阻
哲作用が見られた．
（6）アクリノール（acrinol，diaminoacridine
C‡1loride，C13H2104N3）
各種化膿細菌に対する強力な殺菌作用は，大体アク
リフビンと同程度であってフ生体組織に刺戟なく，ま
た，血清等の蛋白質の存在に於いても，その殺菌力が
減じない．連鎖球菌に対して，in vitroでは7：20000
の濃度で有効であり，invivoでは1：40000より濃
くなければ効かない・永井（1957）は，0」～0．01％
濃度で，Plasmodium gallinaceumの呼吸が64．7
～23・9％の阻害を受けることを報告した．赤痢アキェ
′くの酸素消費量は，表6に見る様に，0．1％渡度では
68・2％まで阻害きれ，0．01％濃度では21．3％の抑制を
受け，l〕・001％では格別の影響はなかった．
〔実験Ⅲ〕酵素阻害剤の影響
酵素阻害剤（物質）（paralysatororinhibitor）
は，酵素又はその活性団に作用して，その括性能を可
逆的に阻害する物質である．赤痢アモェバの物質代謝
に参与する酵素を阻害する（若しくは破壊する）物質
を探求することは，該原虫の含有する酵素或はその活
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性団の化学的組織を推察し得るばかりでなく，酵素群
の分旗，並びに，呼吸代謝及び解糖作用などに与か
る集団系の全体の機作を判定するに役立ち，引いて
は，アモェバ赤痢の化学療法の考案に資するであろ
う。
Å．契験材料及び方法
被検赤痢アモェバの呼吸基質としては′葡萄糖
2mg／CCを加えたKrebs R呈nger騨pbosp‡1ate溶液
を軌、ク供試酵素阻害剤は，シアン化カリ（M／1000
～M／10000），モノヨrド酷酸（M／10～M／100），
弗化ソ←ダ（M／100～M／1000），塩酸ヒドロキシrル
アミこ／（M／10～M／100），オクチール●アルコ岬ル
（M／10～M／用0）クマロン酸（M／10～M／川0）タウ
レタン（M／10～M／100），以上7経である。シアン
化カリの実験に於いては，Krebs（1955），Ringg＄
（て945）の方法に従い，KCN混合液を高怪にf凱、た・
臥　実験成績：
「一括して表示する（表7）。
（1）シアン化カリ（pota＄SiulnCyanide；
KCN〕
木剤は作用の風・憾毒物であり，その青酸イオンは
鉄イオンを含む細胞酸化酵素（チトクロrム酸化酵素〕
を阻害して，細胞呼吸を阻止すると言われているク代
表的酵素阻害剤の・一つである。VOn Brand（1947）
の研究によれば，T叩panO＄Omidは本割によって酸
素呼吸が阻害される群と然らざる郡とに分けられると
云うが，このような比較生化学上から観た原虫分質の
ために興味あるものである．TrypanoSOmidに▼【卜ど
まらず，爾余の原虫を含めた諸家の報告を綜合するとク
M／1000濃度の同割に（tり，TrypanoSomalewisiは
100～86％（VOnBrand＆Johnson1947；Moui－
der1948），TrypanoSOma CruZiは83％（VOn
Brand＆John＄On1947），Trypanosoma evanSi
は8％（MarsIlall1948，VOnBrand＆Tobまeて948〕，
TrypanoSOma gambiense　は0（VOnBrand＆
Tobie1948〕，Trichomonas foetusは0（二宮
＆鈴置1951），Plasmodi11mknowlesiは91％（Cbri卿
stophers＆Fulton1938），Plasmodium gallina－
ceumは86％（永井1957〕，Leishmania donovani
は100％（Fulton＆Joyner1949〕に酸素呼吸を阻告
され，シアン感受性のある種と然らざる種とが敢然と
分けられるのである．Entamoebahistolyticaでは，
表7に見るように，M／10nO濃度の同剤によって50万
虫体の1時間酸素消費量が10．7／ノほで抑制され。対照
に比して，それは83．2％と云う硬い阻害でありクM／
川000濃度でも39．餌1で37・8％の阻害を蒙っている・
（2）モノヨード酔酸（iodo－aCetic acほ；
ICH2－COOH）
酵素のSH基を阻害すると云われているが，原虫に就
いては，M／10．000渡度の水割により，Trypanosoma
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1ewIsiは26％（VOnBrand＆Johnson1947），
Trypanosomacruziは14％（VOnBrand＆Johr）－
Son1948〕，Trypanosomaevansiは92～64％（Mar－
Sball1948；VOnBrand＆Tobie了948），Try・
panoSoma gambienseは74％（VOn Brand＆
Tobie1948〕，Trichomonas foetusは70％（二宮＆
鈴置1951），Plasmodium ga11inaceumはM／1000
濃度の同割により64％（永井1957〕の阻害を受けたと報
告されている■Entamoebahistolyticaの酸素呼吸
に就いては（表7〕，M／1000濃度では1時間値が47．8
〃1（26・2％），M／肌000濃度では54．6〃1（15，7％〕，
いづれにしても，比較的弱い抑制を受けたに過ぎな
い．
（3）蟻酸ヒドロキシールアミン（bydroxylamine
C壬1loride）
水割はシアン化カリと同様に重金属イオン酵素に阻
割勺に作用すると云われているが上原虫については，
Tric血omonas foetu＄の酸素呼吸がM／10濃度で71
％阻害されたが，M／100濃度では18％阻害されたとい
う報告があるに過ぎない（二宮＆鈴匿1951）．Enta－
moebahi＄tolyticaに就いては（表7），M／10濃度
で＝観測値・Ⅱ観測値を通じて83．9％の相当強い阻害
度が見られたが，M／100濃度では29．3％の阻害度に止
どまった．
（4）弗化ソpダ（SOdium fluoride；NaF）
酵素のMg及びCaイオン作用すると云われてい
る阻害剤であるがブ原虫については，M／100濃度の同
割により，Trypanosomalewisiは27％（Moulder
1948），Pla＄mOdiumgallinaceumは25％（永井
1957），Trichomona＄foetusは75％（二宮＆鈴置
1951）だけ酸素呼吸を阻害され，M／10．000濃度では，
Pla＄modiumgallinaceumが10％（永井1957），
Pla＄modiumbergheiが25％（Fulton＆Spooner
1956）クTricbomonasfoetusが26％（二宮＆鈴置
1951）の阻告度を受けたと報告されている．Enta－
moebahistolyticaの酸素呼吸に及ぼす本斉りの影響
については（表7），M／用0濃度では46．8％の阻害度
を示したが，M／1000濃度では1時間を通じて抑制が
見られなかった．
（5）マロン酸（malonic acid；CH2COOH2）
兢創酸脱水素酵素系に括抗作用をすると云われるも
のであるがク原虫に就いての報告を見ると，M／100濃度
により，Tryanosomalewisiの酸素消費量は15％阻
害されたが，Trypanosomahippicumは全然影響
を受けず（VOnBrand＆Johnson1947〕，Tricho－
monas foetus　も格別の阻害を蒙らない（二宮＆
鈴置1951）．しかし，Plasmodiumgallinaceumは
58・2％（永井1957），PlasmodiumbergbeiはM／50
濃度で68％という梢々硬い阻害作用を受けたと報告さ
れている（Fulton＆Spooner1956），Entamoeba
bistolyticaに於いては（蓑7），M／10濃度で91．6％
の完全抑制を示したが，M／用0濃度では12．4％の阻害
を見せたに過ぎない．
（6）ウレタン（urethane；C笥H50・CONH2）
酵素試験には好んで用いられるが，特異性に乏しい
欠点があるとも云われている．原虫の酸素呼吸は，
M／10濃度の同割によって，Trypano＄Omalew王Si
に於いて19％（Moulder1948），Plasmodium
gallinaceumに於いて6．4％（永井1957），という軽
微な阻害を受け，Tricbomonas foetusの呼吸はM
／15濃度で29％阻害され（二宮＆鈴置1951），M／100
法度によっては三者共格別の影響は見られないと敢告
されている・Entamoeba histolytica　に於いては
（表7），M／10濃度で74・5％という著明な阻害を受け，
M／100濃度でも39．6％という相当強い抑制を受けた．
（7）オクーチル・アルコール（OCtylalcohol；
CH3（CH2）6CIもOH）
Lアミノ酸酸化酵素等に阻害的に作用すると云われ
るが，原虫の酸素消費は，M／10濃度により，Plasmo－
dium gallinaceumでは46％の阻害を受け（永井
1957〕クM／100濃度により，Tric壬10mOnaS foetus
では53％抑制され（二宮＆鈴置1951），Plasmodium
gallinaceumでは3・9％の斌括を見たという（永井
1957〕・Entamoebahistolyticaに就いては（表7〕，
M／10濃度で42・4％の阻害を戻し，M／100濃度では反
対に4％の成括を示したが，それが如何なる班由によ
るものか解明は困難である．
〔実験Ⅳ〕治療剤の影響
諸種病原体に対する諸種薬剤の治療的効力は，in
Vitroとinvivoの場合が一致するとは限らないし，
反対の効果を戻すことさえあるけれども，in vitro
の笑験によって殺菌作用又は殺虫作用を予測すること
も可能である・Entamoebahistolyticaに就いても
多数の合成物の実験がなされたが，微生物の数，薬剤
の換凰培地の組成，培養時間等の諸条件に－一定の標
準が欠けているので，化学葉物の阻害作用の成績は，
動揺が極めて大である．例えば，代表的なアモェバ赤
痢治療剤である塩酸エメチンの場合でも，殺虫濃度乃
至有効漁度は，1：20・000～1：5000．000であるとさ
れている（Beldingに拠る）．Warburg検圧法
用いてEntamoeba histolyticaの呼吸に及ぼす薬
剤の効果を観測した実験としては，Nakamura，
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Hrenoff＆Anderson（1053〕いemetine，fuma－
gillin，terramyein．aureomycin，thiocarbar一
軸neを用いた研究が挙げられる。それによれば，
り20．000濃度の餌magili主nとaureomycinを複合
した場合が97．3％という最強カの阻害を示し，次いで，
萱umagillim　とterramyc呈nの併用が97■2％の阻害
を示したと党告されている。著者も4種の治療剤を用
いて一門・連の笑験を試みた由
A。実験材料及び方法≡
l．8（℃↓）Krebs Ringer－phosphatei・昔滴（pH
7．2）に供試原虫約50万個体を浮離させ，蟻酸エメチ
ン（1／250～7／2500），クロ∵ロキン（1／200～1／2000），
かレバゾン（1／100～り1000〕，ヂェチゲルカルバマデ
ン√（て〃00～1／1000）溶液の0■2cC巻添加して計2■OCC
とし，＝時間後の酸素消費量の阻胃度を測定した．
B∴実験成鰐：
一括して表示する（蓑g）．
（1）蟻酸エメチン（emetine bydrocbloride；
C29王も004N2・2壬まCI）
Rogers（1922）によって発見され，従来の址棍に
代わるアルカロイド製剤として推覚されて以来，依然
として急性腸及び肝アモェバ症に対する最有力な治療
剤の　Aであるがク“dengero11＄inoverdo馳S”と言
われている．Han＄e＆Bennett（1952〕のin vitro
の薬効実験によれば，Entamoeba壬1istolytまcaは1
；1肌000濃度のェメチンの添加により購時間内に死
滅すると云われ，Nakamura＆Anderson（頂952）
の呼吸（炭酸ガス葎生）阻害実験では1／20000渋皮の
本割により56％の阻害度が見られ，平岡（1936）は1
：100濃度でEntamoebagingivalisの増殖が完全
に阻止されたと報告している．また，入江は淡水アモ
エバを以って，emetineの毒性冥験を行い，「i‾司剤の
ァモェバに対する者性は著明に溶煤の反応によって左
右され，酸性讃しくは中性の溶液中では，その殺虫力
は微弱であり，弱アルカリ性に於いては1：1000・000
～1：2000．000濃度で1～2時間以内にアモェバを全
滅し得たと報告し，Dale＆DobellがEntamoeわa
もistolyticaを1：100～1：200の濃度のェメナンで
死滅きせることが出来なかったと云うのはプ恐らく，
其溶媒の反応によるのではないかと述べている（森島
薬物学に拠る）．著者の実験に於いても，て・‥250澄渡
のェメチンによるEntamoeba histolyticaの呼吸
阻害度は，pH6．4に於いては12・4％という微弱さであ
ったが，pH7．6の場合では88・9％という購い阻竿を示
した（表8）．
（2）クロロキン（cbloroquine；7－Cbloro岬4
（4－diethylamino一卜methylbutylamine）
quinoline）
4－aminoquinoline誘導体で，1934年独乙でRes¢鮒
cIlin　の名称で製造きれた抗マラリア剤で，アモェバ
赤痢にも有効と云われている．でも・OmpSon＆Li且1まu
gren（1949）の契験によれば，29：1000・000濃度が
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Entamoebaに対する最小殺虫濃度と報告きれてい
る・しかし，著者の笑験に於いては，1：200浪魔の同
剤でEntamoeba histolytieaの酸素呼吸は18．2％
の阻害を慕ったに過ぎなかった（表8）．
（3）かレバルゾン）carbarsone；p・Carbamyト
aminophenylar＄onic acid）
本剤は6価の根菜化合物で，Ebrlicbにより創製さ
れたPhenylarsenite　の誘導体であって，Ander・
軸n＆Reed（1931）により赤痢アモエバ症の治療に
使用された．Nakamura＆Anderson（1951）の実
験に依れば，1；500濃度がEntamoeba histolytica
に対する最小殺虫幾度であると言われているが，森等
（1954）の笑験によれば，Entamoeba gingivalis
に対して71：4000濃度の水割が24時間後の観察に於
いて強力な殺虫作用を示し，1／8000濃度では無効で
あつf＝という．著者の冥験に於いて，Entamoeba
bi＄tolyticaの酸素呼吸に対しては（表8），1／100
濃度では92・7％という最強の阻害を京し，1／1000濃度
でも34・6％で相当著しい阻害を嘉した．
（4〕デュテールカルバマヂンdiethylcarbama－
Zine；トdiethylcarbamyl・4－methylpipera－
Zine）
1949年American Cyanamide Companyによ
り創製きれた，フィラリア症に最有効とされるpipe・
razineの誘導体であるが，Entamoebahistolytica
の酸素呼吸に如何なる影響を与えるかを観測した報告
はない．著者の得た成績では（表8），1／用0濃度で
は82・3％の妹い呼吸阻害度を示し，1／1000捷度でも
24．6ヲるの軽度の抑制を示した．
小　　　　　　結
1）Entamoeba histolyticaの酸素消費量に及ぼ
す水素イオン濃度の影響を見ると，pH6．4～7．6まで
の間では大した相違はないが，pH7．0附近で約50万虫
体が最高の60・4μ1の酸素消費量を示して至適城と思
われ，pH5・6或はpH8■2歴程では酸素消費量は著明に
抑制された．
2）Entamoeba histolyticaの酸素消費量は，そ
れぞれ，0・0001％溶液の消毒剤並びに殺菌剤によって
昇求33・4％，アクリフラビン28．1％タアクリノール6．8
％，ゲンチアナ・ゲイオレット6．3％，マーゾニン0．4
％の順に阻害きれることが見られた．
3）酵素阻害剤の影響を見ると，M／1000シアン化
カリで83・2クる，M／10塩酸ヒドロキシμルアミンで
83・9％，M／10マロン酸で91．6％，M／10ウレタンで
89■5％の阻害を受けたが，モノヨ←ド酪酸，弗化ソ㌧－
ダ，オクチール，アルコ←ルの阻害作用は弱いことが
知られた。
4）治療剤の影響を観察し，1：100濃度のかレバル
ゾン，1：100濃度のヂェチールカルバマヂン（スパト
ニン），1：250濃度の墟酸エメチン（pH7．6）に依つ
て，それぞれ，92．7％，82．3％，88．9％，の呼吸阻害
度が認められた．1：200濃度のクロロキンでは相．2％
の呼吸阻害が見られたに過ぎない．ユメテンの作用
は，酸性溶液の場合は極めて弱く，アルカリ性潜液の
場合に硬いことが知られた．
第：之章　Elltamのeba his七01yticaの塘璃酸
並びに杓確酸脱水素作用に及ほす酵素阻害
剤の影響についての細胞化学的斬察
著者は，先に，川満及び井上との共同研究による別
著に於いて，Entamoeba histolyticaの呼吸代謝に
整要な役割を浜ずると考えられる成却酸脱水素作用並
びに杓閣酸脱水素作用の細胞化学的証明に就いて報告
したが，更に，本稿に於いて，諸種酵素阻害剤の酸素消
費に及ぼす影響と，並びに，上記呼吸酵素顆粒の細胞
化学的所見に及ぼす影響との相関性を観察追求した．
実験材料並びに実験方法
“M・DnObacterialculture〃（前述）のEnta－
moebabistolyticaY株を田辺・千葉（5％人血清
リンゲル液使用）培地に37DC／4．8時間培養し，37℃加
硯のリンゲル液を以って600rpm×5分間づつ3回遠
心洗潤して随伴細菌を可及的に除去し，0．2％葡萄糖
添加Krebs Ringer－Phosphate緩衝液（PH7．4）
に浮潰させ，Warburg’＄manometerにかけ，各種
酵議阻害剤添加の上（表9），15分間の予備振藩に続
いてパ時間の酸素消費量を測定した後，時を移さず，
それより生鮮標本を作製し，下記の細胞化学的方法に
よって（詳レくは別著参照），塊班酸並びに杓楷酸脱
水菜摘性の有無を観察した．敵対照実験として，酵
素阻害剤を添加しなかった検圧計フラスコ内の原虫を
用いI：．Warburg’s respirometerに1時間かけた
直後の原虫浮流液をピペットでスライド・グラスに1
滴取り，それぞれ，下記染色試薬を数滴混和し，大型
カバー・グラスで覆い，パラフィンで周囲を封じて標
本の乾燥を防いで鏡検し，10分間を1期間として，虫
体原形贋内の細胞化学的所見を描画しつつ，通計2時
間の観察を行った．各阻害剤の効果の判定は，＝司
100虫体づつ，5回に亘って通計500虫体についての
観察によって行った．
1）Semenoff法（1935）：
0・05％メチレン青（methyleneblue）液2CC，10％
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*表7再録
塊甜酸ソーダ液2cc,pH7.6のM/15燐酸蟻綬衝液
8CCを混合して染色液とする.-一旦,虫体原形質に育
染する数個の顕粒が出現した後の漸次に脱色するとす
るならば,それは琉甜酸から離脱しf:水素による色素
の還元に帰せられるので.反応陽性と判定される.
2)Wach酌einandMeisel法(1954):
o申2%neotetrazoliutnCp-P'-dipheny呈enbis-2-
(3,5-d呈phenyl)-tetrazol呈uるnC壬iloride)水堺液
10CC,0.2M琉Jl'i酸ソμダ水浴液10cc,pH7.4のM/10
燐酸蟻緩衝液10cc,0.33M境化カルシウム水堺液0.2
cc,o.6M露炭酸ソ←ダ水堺液2.OCC,蒸潜水6.8ccを混
和して染色液とする｡元来,凍結切片標本を染色した
後10%フォルマ))ンで12時間国定する方法であつ
て,染色操作中=jに崩壊しない様な組織では最有用で
あるとされているが,著者の実験に方きいては,虫件浮
沸液の生鮮標本を用いた,もし虫体原形質に藍青色の
数個の額粒が出現するならば,それはneotetrazo-
Humが琉f中r)酸から離脱した水素のために還元されて
diformazanになって質き色性を整得したことになつ
たのであって,反応は陽性と判定される.
3)FolliesandBerthrong法(1951):
0.05%メチVン音波2CC,0.1M杓槻酸ソーダ液2
cc,p試7.6のM/15燐酸緩衝液6CCを混和して染色液
とする　Semenoff法と原理に於いては同じであつ
て,虫体原形質の青染輯粒が脱色することを指碇とし,
それによって杓椴酸脱水素作用陽性と判定する.
実　験　成　績
成績を一括して表示する(表9〕.
1 )シアン化カv)(potassium cyanide; KCN)
i )琉B'I酸脱水素作用に及ぼす影響を見ると, M/
1000シアン化カリの添加に依って, 83.2%の呼吸量阻
害を見るとともに, Semenoff法及びWachstem
& Meisel法に於いて凍f(i酸脱水素活性は陰性であつ
たが, M/10000濃度では呼吸阻苦度も軽減C37.8%〕,
細胞化学的腕水素作用も鞍分影響されf=に過ぎない.
ii )杓構酸脱水素作用に就いても同様0落)関係が認め
られた.
2)蟻酸ヒドロキシールアミン(hydroxyiamine
hydrochloride ; NH2OH - HCI)
i)琉Jfi酸脱水素作問は,両法に於いて, 83.9%と
いう呼吸阻害度を示しfc. M/100蟻酸ヒドTlキシ　ー;]/
アミンの添加によって阻止されf=が, M/10濃度にな
るとの　呼吸阻害度も軽減しの青色輯粒の脱色にも若干
の抑制･遅滞を見せたに過ぎない.
ii )杓僻酸脱水素作f削こ於いても同様の成績が得ら
ll;.I.
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図2･マロン酸の脱水素作f軌こ及ぼす影響
I Semenoff法　　　　　　　　II Wachstein & Meisel法
対照　　　　　　M/10　　　　　M/100　　　　　　対照
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3)モノヨード酪酸(iodo-acetic acid ;
ICIも　COOH)
i )琉甜酸脱水素作f軌こ就いては,両法に於いて,
M/1000モノヨード酪酸の呼吸阻害度は顕著でないに
拘らず'細胞化学的静陸が阻止きれているのは連理自勺
所見という他はない. M/10000濃度に於いては,呼吸
阻害度は言うに足りないが,それでも脱水菜活性は幾
分かは抑制されている.
ii )杓僻酸脱水素肘掛こ就いても同様の所見が認め
∴;Uf;.
4)マロン酸(malonic acid ; CH2�"COOH2)
i )琉fl'l酸脱水素作用
M/10濃度で91･6%という最強力な呼吸阻害を示しの
Semeno王f法に於いて(図1 -24), endoplasmは
細胞膜から離脱して凝縮し青染頼粒は脱色きれずに残
脱水素作周の阻止されたことを,示す. Wachstein
& Meisel法に於いては(図25-30) , M/10同剤添
加より藍色鞍粒の出現は見らず,従って,脱水素作用
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は臥ヒされたものと判定される. M/100濃度では格別
の影響は殆どなかった.
ii )下�"Jl.I"f相見-'jam胡:
琉i落i',酸の場合と同様の関係が見られた.
5)弗化ソμダ(sodium f且uoride ; NaF)
iう.蝿ーF≒■仲湘--�"*落.一�"*['!三川:
M/川0濃度で阻止作用を一元し, M/川000では殆ど効
果のないことは.商法で確められた.
ii )杓櫛酸脱水素作用:
これも同様の結果を示した｡
6)オクチー;v　アルコール(octylalcoho旦;
(CH3 (CH笈) gCH2OH)
i )琉frj酸脱水素作用:
M/10接度で阻止作周を示し, M/100濃度で格別の
影響を見ないことは,弗化ソーダの場合と一f]じである｡
iiうそ小潮f]験,Jるく落i落iff三n胡: rr帽ミし-) (iljHi/jこI書igN'の∴ :( l.
m
7)ウvタン(urethane ; C之H8O�"CO�"NH2)
i)にJV鵬脱にJ'v落書　瑚:
M/10濃度では74.5%の呼吸阻害を示し,内法に於
いて,脱水素活性の抑制が見られf=が, M/100牡鹿で
は若干の影響が見られたに過ぎない.
ii ) i:'i!f'正絹帥*,'JVI三I }る;用:ト･] ∴
小　　　　　　結
富ntamoeba histo且yticaの琉抑酸脱水素作用と杓
梅酸脱水素作用の各酵素阻害による抑制状況は,大体
似通っていて, M/1000シアン化カy (83.2%呼吸阻
害) , M/10マロン酸(91-6%呼吸阻害), M/100弗化
ソーダ(46.8%呼吸阻害) , M/10オクチ-ル･アル
コμ-ル(42.4%呼吸阻害) , M/10ウレタン(74｡5%
呼吸阻害)に(上って,細胞化学的活性の阻止されるこ
とを見f:.しかし,これら酵素阻害剤の呼吸阻害も余
り著しくない程度に稀釈すると,細胞化学的にも著
明な影響は認められなかったので,大体に於いて'
Entamoeba酸素消費量と脱水素活性とは並行するよ
うにJ畜TiiわれI:.例えば,マロン酸M/10濃度では酸素消
費立に対して91.6%以上という硬い阻害作周を示すと
ともに, Semenoff法, Wachstein & Meisel法,
Fol且ies　& Berthrougに於ける琉fl-1f唆並びに杓櫛
酪捉]一束作用の反応も陰.一EIJこなった･ L,かるに,M/100
渡如)同剤では12.6%の酸素消費量阻告に過ぎず,細
胞化学的観察に於いても著明な変化は認められなかつ
た. ;:ど,モノヨード酪酸に於いては,細胞化学的に
は脱水素作用の活性が阻害されだのに反して,酸素消
費量の面では26.2-15.7%の軽い阻告度を示しf=に過
ぎないのは,酵素阻普割としての木剤の特殊性･による
としか考えられないし,また,一原虫生体の呼吸系も
簡単でないことが競われる.
総括及び考察
warburg検圧法に依る赤痢アモエバ原虫の呼吸代
謝の研究はのKun & BradinC1953〕のEntamoeba
histolyticaの物質代謝に於ける硫黄の況ずる役割に
関する報告, Kun, Bradin & Dechary (1955)の
Entamoeba histolyticaによるCO2とH2Sの荏生
に及ぼす阻害剤の影田6, Nakamura, Hrenoff &
Anderson (1953)のEntamoeba histolytica 0-I)
代謝に及ぼす薬剤の協力作用の効果, Entner &
Anderson (1954)のEntamoeba histolyticaの乳
酸及び琉ill酸の再生, Sadun (1953)の批素及び麟化
｢ ∴　∴.-.;''..di'　い　　､�";L.;∴' ･､
ての一蠅告等の幾多の業績があるが,該除虫の好気的条
件下に於ける呼吸に及ぼす諸種薬剤(殺菌剤,酵素阻
告剤)の影響を生化学的並びに細胞化学的方面より観
察した文献は見当たらない.著者は,この-一一連の笑鹸
に於いて, Entamoeba histotolyticaの呼吸に及ぼ
･て･'.!l;∴-･∴l1.卜‥　　て�"_　　�"i�"!�"'';'.I .. ･
酸脱水素作用,並びに,杓臓酸脱水素作用に及ぼす酵
∴:iる:-∴'".'',. I叶∴'-;i:
性を初めて追求し7=ので,実験成績を此処に概括して
岩干の考案を加える.
〔 i 〕 Entamoeba histolytica粁養に於ける随伴
て　　∴ , .∴','<.落三i!. ':.一�"'�"':､
告を与えるので, penicillin (1.562U/cc) , stre-
ptomycin (8000μg/CC) , colistin (4000U/cc),
homosulfamin ( 1 : 400)の併用に(とって大部分
を除去しての"車種細菌培養" (monobacterial
culture)を墜得し,それを諸笑鮫に供することがで
きた.
〔罷〕 Warburg検圧法に於ける　Entamoebaの
酸素消費はの　pH6-4-7.6までの間で大差なく括儀で
あるが,就中, pH7.0附近で50万虫体がl一を-=問の最高
酸素消費量(60.2μ1)を示しf=ので,以下の実験に於
いてはのPH7.2のKrebs Ringer-p壬IOSpⅠlate櫨衝
液を用いた.
(Ⅲ〕従来, Entamoeba histolyticaの呼吸代謝
の観察はの主として,燥気性条件で行われたが,著者
の経鹸によれば,好気性条件でも格別の障害はないと
思われた　Warburg's respirometerに/〔る該原虫
の酸素消費量に及ぼす諸種葉剤の影響は次の如くであ
る.
1 )消毒剤並びに殺菌剤に於いては,それぞれ'
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0.00て0/o濃度に於いて　Entamoeba histolyticaの
酸素消鄭昆害度は,昇衷33.4%,アクリフラビン28.1
%のアクリノール8･2%のダンテアナ･ゲィオレット6.3
形,マ-メ-ン0.4%の順であった.
2 )酵素阻害剤の赤痢アモエバに対する作用につい
て云えば,チトクロ-ム系酵素に作用するといわれる
シアン化カリ及び塩酸ヒドロキーシルアミンはのそれ
ぞれ, M/1000濃度及びM/10濃度に於いて83-84%の
呼吸阻害を示したが,之に反して,スルフヒドリ-ル
: ∴　　∵ ､･:の--' -i";,i'∴･.､,　卜1･:.
い阻害度を示したに過ぎない. Mg及びCa系酵素に
作肝㌻る弗化ソ-ダでは, M/100濃度で46.8%の阻害
度を示し, M/1000濃度では=時間を一通じて全然抑制
が見られなかった･琉糾酸脱水素系に作用すると云わ
れるマロン酸では, M/和濃度で91･6%という完全阻
害を示したが, M/100濃度では12.4%の抑制を戻した
∴　: ､. ;_I,　､･.~ .:いこ-∴'!..'.>'"�"j- '∴:
れるウレタンでは'M/10濃度で74.5%の軌･､阻害作
用が認められ,M/100濃度でも可なりの抑制を示した.
L-アミノ酸酸化酵素阻害剤として古くから知られて
いるオクチ-ルアルコールでは, M/10濃度で42.4%
の阻害を示したが, M/100濃度では反対に4 %の戯括
･下にp示した.
von Brand等は, trypanosomidの呼吸に及ぼす
シアン化カ1}の作用によって,呼吸が明白に阻害され
る群と若干戚汚される群とに二分しの　これがHoare
:トー.i'Miミー､∴ ･ニーL･こニ'iJf-c∴ ･･'. '/:下　　落.I
ていると述べているが,著者の実験に於いて, Enta.
moeba nistolyticaの呼吸がM/1000シアン化カリ
及びM/70蟻酸ヒドロキシールアミンで強く阻害され
るに反し'M/100モノヨード醸酸で余り阻害されない
ことば,チトクローム酸化弊素の有執こ関L,,また,
M/10マロン酸並びにM/10ウレタンにより硬く阻害さ
れる執ま,暁f中の1酸脱水酵素の有無に閲し,興味ある事実
を読項している様に思われる. von BrandC1947)に
よるTrypanosoma gambienseこ宵&鈴置C1951)
にくとるTrichomonas foetusの呼吸に関する研究
に依ればの　これらはM/1000シアン化カリで阻害され
ること'並びに, Trypanosoma lewisi等がこれと
反対の態度を持することが知られのまたの永井(1957)に
依ればのPlamodium gallinaceumはシアン化カリ
及びモノヨ-ド酪酸の両者に敏感であって, Leish-
mania型に近いと言われるが,このような比較封ヒ
学の観点より考察するとのEntamoeba histolytica
はTryanosoma lewisiと同じ群に入るのではない
かと思われる.
3 )諸種治療剤による赤痢アモエバの酸素消費阻害
度はの 1 :250の塩酸-メチンによって88.9%,
200のクロロキン(レゾヒン)によって1.2%, :
100のカルバルブンによって92.7%, 1 : 100のデュチ
-ルカルバマヂン(スパトニン)によって82.3%であ
ったが,いづれも,治療効果の血中披度との関係は街
路されていない.
〔Ⅳ〕 Semenoff (1933), Wachstein& Meisel
(1954〕 Follies & Berthrong (1951)の細胞化
学的方法によってのEntamoeba histolytica　の琉
I:: i発:∴二. ･∴･･･;二･･･∴:','..'ii'.-ail- ,∴ . ∴　三
･:二　　∴ ･･~∴;,,∫/-"' -J上t.‥-'v.　　. '.u
察した.
1 ) Entamoeba histolytica　の酵議消豊泉は,
M/10(〕シアン化カリのM/10蟻酸ヒドロキシールアミ
ン, M/1000モノヨード酪酸, M/10マロン酪M/10
弗ソ--ダ, M/10オクテールアルコpル, M/10ウレタ
ンによって著明に阻止されの　同時に,それによって娩
出酸及び杓橡酸脱水素作用の細胞化学的油性も喪失
するのが見られた.しかしの呼吸阻害の軽微な薬効の
汲度に於いては,脱水束作f削こ対する影響は認められ
ずの両作用に並行的な相関性があると思われた.
2)しかし,モノヨード酪酸の場合は例外であって,
M/10(30洩慶で顕著な呼吸阻苦を示きないのにも拘ら
ず,脱水素作用の反応を陰性にしたので, Entamoeba
のような原生動物の呼吸系も簡単でないことが知られ
た.
(構築するにあたり,御懇篤な御指導並びに御校
閲を賜わつf:屈折萱倉登教授に衷,[)感謝の意を捧
げると共に,御援助を戴いた各位に探謝する. )
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S ummary
For the purpose of observing some changes induced by several drugs in the
oxygen consumption of Entamoebe histolylica in aerobic condition, using the
WARBURG'Srespirometer, a series of experiments were carried out. Furthermore,
succinic and citric dehydrogenation by the same organism was cytochemically
observed, with reference to the influence of some enzymic inhibitors on it.
A summary of results obtained was as follows:
1) Bacterial florae in association with the ameba in culture were for the most
part removed, by the consecutive use of penicillin•i1662 U/cc), streptomycin
(8000ƒÊg/cc), colistin (4000 U/cc), and homosulfamine (1:400). In the final an-
alysis there was obtained a "monobacterial culture", which was submitted to
further experiments, of the ameba associated with only one gram-positive, non-
motile and facultative anaerobic bacterium strain.
2) The ameba showed the highest quantity of oxygen uptake, 60.4ml per hour
by about 5 hundred thousand cells, when held in a medium with a hydrogen ion
concentration of pH 7.0 and thereabouts.
3) The oxygen consumption of the ameba under the influence of some disin-
fectants, at a concentration of 1:100.000 of each drug, was found to be inhibited
by 33.4% on the average by sublimate, and 28.1% by acriflavin, when compared
with that of the same organism in normal condition. But there was generally
little inhibitory effect by acrinol (diamino-acridine chloride), gentian violet and
merzonin (ethylmercuric thiosalicylate), or it was not worthy to be mentioned
even if present.
4) Concerning the action of some enzymic inhibitors on the respiratory metabolism
of Entamoeba histolytica, it was observed that the oxygen uptake of it was inhibit-
ed by 83.2% by M/1000 potassium cyanide (cytochrome inhibitor), 83,9% by M/10
hydroxylamine (cytochrome inhibitor), 46.8% by M/100 sodium fluoride (Mg and
Ca inhibitor), 91.6% by M/10 malonic acid (succinic dehydrogenase inhibitor), 74.5
% by M 10 urethane (general hydrogenase inhibitor), 42.4% by M/10 octylalcohol
(L-amino acid oxydase inhibitor), and 22.6% by M/1000 monoiodo-acetic acid (SH
inhibitor), respectively on the average.
5) As regards the inhibitory effect by some chemotherapeutics on the oxygen
consumption of Entamoeba histolytica, it was found that it was inhibited by 88.9%,
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on the average, by emetine chloride (1:250), 18•D2% by chloroquine (1:200), 34.6%
by carbarsone (1:1000) and 24.6% by diethylcarbamazine (1:1000). It was to be
emphasized that emetine chloride was effective in causing the respiratory
inhibition above-mentioned only when hydrogen ion concentration of solution in
which it was dissolved was adjusted to pH 7.0 and thereabouts.
6) As previously reported, the present author first succeeded in demonstrating
succinic and citric dehydrogenation by Entamoeba histolytica by means of the cyto-
chemical methods after SEMENOEF (1933), WACHSTEIN and MEISEL (1953), and
FOLLIES and BERTHRONG(1951). Furthermore, for the purpose of perceiving the
relation of the oxygen consumption to the dehydrogenative activity in the ameba
an attempt was made to observe some possible changes in cytochemical finding
of the ameba which has been in contact with each of enzymic inhibitors for one
hour. It was found that both the oxygen consumption and cytochemical dehydro-
genative activity of the ameba were more or less markedly inhibited by M/1000
potassium cyanide, M/10 hydroxylamine chloride, M/10 malonic acid, M/100 sodium
fluoride, M/10 urethane, and M/10 octylalcohol, but were not significantly inhibited
by the same drugs in less concentration. Thus it was quite likely that there
was a parallelism between the oxygen uptake and dehydrogenation of the ameba.
In case of M/1000 monoiodo-acetic acid, however, the cytochemical dehydrogenative
activity turned definitely negative, whilst the oxygen uptake was not pronouncedly
inhibited thereby. The mechanism of the respiratory system in such protozoan
cell as the ameba seemed too complicative to explain away from this result
only.
(Tokura, N.)
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